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INTRODUZIONE
1. Premessa
Nel mio lavoro di tesi mi sono occupato della sintesi di nuovi derivati eterociclici in 
grado di agire da inibitori della proteina chinasi RET (REarranged during Transfection) 
per il trattamento del tumore tiroideo.
Tutte le forme di cancro a carico di ghiandole prendono il nome di  adenocarcinomi: 
nel  caso  della  tiroide  si  può  avere  un  adenocarcinoma  papillare  (80%)  oppure 
follicolare  (10%):  il  restante  10% di  tumori  maligni  è  costituito  dall'8% in  tumori 
midollari (di origine neuroendocrina) e da una forma particolarmente aggressiva, ma 
per fortuna rara (circa il 2%), il cosiddetto carcinoma anaplastico della tiroide che dà 
precocemente metastasi a distanza. Il cancro papillare tiroideo è il tumore maligno alla 
tiroide  più  comune  ed  ha  un'incidenza  media  di  0,5-10  casi  ogni  100.000  persone. 
L'eziologia  dell'insorgenza  del  carcinoma  papillare  tiroideo  non  è  stata  ancora  ben 
chiarita  ma tra  i  fattori  di  rischio accertati  c'è  il  cosiddetto  gozzo, caratterizzato da 
numerosi noduli benigni della ghiandola dovuti a carenza di iodio che può in alcuni casi  
predisporre  alla  trasformazione  maligna  delle  cellule.  Un  altro  fattore  di  rischio 
accertato è l'esposizione a radiazioni: il tumore della tiroide è più comune in persone 
che sono state trattate per altre forme tumorali con radioterapia al collo oppure che sono 
state esposte a materiale radioattivo.
Un'altra possibile fonte di radiazioni è dovuta ad esempio agli incidenti nucleari (come 
quello di Chernobyl del 1986 o il recente episodio di Fukushima) ed alle fuoriuscite di 
materiale radioattivo dagli impianti (come l'impianto Hanford nello stato di Washington 
alla fine degli anni Quaranta) oppure come avvenne negli Stati Uniti, le dosi di  ¹³¹I, 
derivate dal fallout nucleare delle esplosioni che si verificarono nel Nevada durante gli 
anni 50 e i  primi anni 60, che vennero assorbiti  da bambini che consumavano latte 
fresco e i suoi derivati, contaminati come risultato dei test atmosferici di armi nucleari.  
La maggior  parte  dei  tumori  tiroidei  sono associabili  alla  modificazione di  recettori 
tirosin-chinasici e, tra questi, in particolare quello codificato dal gene RET. Inibire la 
cascata di segnali  mediata da RET oppure bloccare altri  recettori  chinasici  coinvolti 
nella  crescita  epiteliale  e  vascolare  quali  EGFR,  PDGFR e  VEGFR sembra  essere 
un'idea molto interessante per trattare il tumore tiroideo. Lo scopo del mio progetto di 
tesi è stato quindi quello di sviluppare molecole a nucleo imidazopiridinico, correlate al 
composto hit di partenza 2,6-difenil-  H  -imidazo[1,2-  a  ]piridina   individuato come nuovo 
inibitore di RET.
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2. La tiroide
La  tiroide  è  una  ghiandola  endocrina  di  origine  branchiale  e  struttura  follicolare. 
Secerne  ormoni  che  agiscono  sul  metabolismo  cellulare,  sull'accrescimento  e  sulla 
differenziazione.
La  tiroide  è  situata  nella  regione  anteriore  del  collo,  al  davanti  e  lateralmente  alla 
laringe e ai primi anelli tracheali.  E'  formata da due lobi, destro e sinistro, allungati 
verticalmente, riuniti insieme da una parte trasversale e ristretta, detta istmo.
Di colore rosso bruno, liscia e di consistenza molle, è variamente sviluppata a seconda 
del sesso, dell'età e del luogo di residenza. Alla nascita è di soli 2 g, mentre nell'adulto 
può raggiungere i 20 g, con una larghezza di 7 cm, un'altezza di 3 cm in corrispondenza 
dei lobi, uno spessore di 0,5 cm all'istmo, di 2 cm ai lobi. Il polo superiore dei lobi 
giunge fino al livello della parte media della cartilagine tiroidea della laringe, mentre il 
polo inferiore scende fino al livello del V-VI anello tracheale.
Fig. 1 Tiroide
La  ghiandola  tiroidea  sintetizza,  accumula  e  secerne  ormoni  deputati  a  regolare  il 
metabolismo  (tiroxina  e  triiodotirosina)  e  la  concentrazione  ematica  del  calcio 
(calcitonina).  I  primi  sono  secreti  dalle  cellule  principali,  il  secondo  dalle  cellule 
parafollicolari. L'effetto periferico più importante degli ormoni tiroidei è rappresentato 
dal  controllo  del  metabolismo.  Una  carenza  di  ormoni  tiroidei  provoca  un  grave 
abbassamento  dell'attività  metabolica  che  viene  solitamente  indicata  come 
ipotiroidismo.  Se l'ipotiroidismo si  instaura in  età  infantile  e  persiste  a lungo,  si  ha 
cretinismo,  malattia  caratterizzata  da  un  arresto  dello  sviluppo  fisico  e  mentale. 
L'ipotiroidismo nell'adulto  causa  invece  il  mixedema,  una  malattia  caratterizzata  da 
pallore e gonfiore cutaneo, peli radi e secchi, letargia, rallentamento psichico. 
L'ipertrofia  della  tiroide  porta  al  gozzo;  la  forma  più  comune  di  ipertiroidismo  è 
rappresentata  dal  morbo  di  Graves  o  gozzo  esoftalmico.  In  questo  caso, 
all'ingrossamento dei follicoli si associa l'iperattività dei tireociti (cellule principali) e 
l'immissione in circolo di livelli da 5 a 10 volte superiori al normale di tiroxina. 
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I  pazienti  lamentano  un  notevole  dimagrimento,  astenia,  irritabilità,  tachicardia, 
intolleranza al caldo, tremore; il metabolismo basale è elevato ma può tornare nei limiti 
della norma dopo una adeguata terapia antitiroidea. 
La calcitonina, prodotta dalle cellule parafollicolari della tiroide, è un polipeptide che 
abbassa  la  concentrazione  ematica  del  calcio  inibendo  il  riassorbimento  del  tessuto 
osseo e l'assorbimento intestinale di calcio e stimolando la secrezione di calcio a livello 
del tubulo renale.[1]
3. Neoplasie della tiroide
Il  cancro  alla  tiroide  rappresenta  la  più  comune  neoplasia  a  livello  dell'apparato 
endocrino. Negli Stati Uniti, nel 2010, sono stati stimati 44.670 nuovi casi di cancro alla 
tiroide (10.740 uomini e 33.930 donne). Questo dato ci illustra, come ci sia stato un 
incremento della malattia di circa 2,5 volte rispetto agli inizi degli anni '70. Le ragioni 
di questa aumentata incidenza non sono chiare, ma si può ipotizzare che ciò sia dovuto 
ad  un  maggiore  controllo,  ad  un  più  diffuso  monitoraggio  dei  noduli  tiroidei 
asintomatici,  a  cambiamenti  demografici,  ad  un  cambiamento  dei  fattori  di  rischio 
ambientali.  La  possibilità  di  guarigione  è  comunque  considerata  alta,  sia  per  gli 
individui a cui è stata diagnosticata la neoplasia in una posizione ben definita, sia per i 
pazienti che sono stati sottoposti a resezione chirurgica. Tuttavia, le opzioni terapeutiche 
sono storicamente limitate per i pazienti con un cancro chirurgicamente non asportabile, 
radioiodio-resistente. Si stima che, nel 2010, circa 1.690 persone sono morte di cancro 
alla tiroide negli Stati Uniti. La prognosi è comunque strettamente correlata allo stadio 
della malattia al momento della diagnosi; si calcola una sopravvivenza a 5 anni per il  
99% per i pazienti con malattia localizzata, rispetto al 58% per i pazienti con cancro 
metastatico distante.
I tumori tiroidei possono essere classificati sulla base delle caratteristiche istologiche in: 
 Carcinomi differenziati (DTC): papillare (PTC), follicolare (FTC) o a cellule di 
Hürtle (HTC)
 Carcinoma indifferenziato o anaplastico (ATC)
 Carcinoma scarsamente differenziato: midollare (MTC)
 Altri tumori rari
I carcinomi differenziati (DTC) provengono dalle cellule follicolari della tiroide e sono 
di gran lunga il più comune sottotipo, rappresentando oltre il 90% di tutti i casi di nuova 
diagnosi.  Di  questi  l'istotipo  papillare  (PTC)  costituisce  l'80%,  mentre  il  carcinoma 
follicolare (FTC) rappresenta circa il 10%.
Nei pazienti con malattia localizzata, lo standard di cura per i carcinomi differenziati è 
la  resezione chirurgica,  la  soppressione dell'ormone stimolante  la  tiroide  (TSH) con 
levotiroxina e viene anche presa in considerazione la terapia radioiodio adiuvante o la 
radioterapia  esterna.  I  risultati  sono  generalmente  favorevoli,  ma  fino  al  30%  dei 
pazienti va incontro a recidiva dopo il trattamento iniziale e il 15% di questi moriranno 
a causa della malattia.
I carcinomi midollari (MTC) traggono origine dalle cellule parafollicolari della tiroide e 
rappresentano il 2-8% di tutti i tumori della tiroide. Sono intrinsecamente radioiodio-
resistenti, e i pazienti con malattia localizzata sono in genere trattati con resezione 
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chirurgica con o senza radioterapia esterna adiuvante. 
Nonostante la terapia chirurgica aggressiva, quasi il 50% dei pazienti con diagnosi di 
carcinoma midollare localizzato e una massa palpabile al collo avrà una recidiva locale 
o a distanza.
La sopravvivenza media in pazienti con carcinoma midollare metastatico è di circa 1 
anno.
I  carcinomi  indifferenziati  o  anaplastici  (ATC)  rappresentano  circa  l'1,7% di  tutti  i 
tumori della tiroide negli Stati Uniti e si ritiene che derivino da carcinomi differenziati, 
provocati  dall'accumulo  di  anomalie  genetiche  che  causano  differenziazione  e  un 
fenotipo aggressivo.
Nonostante  il  trattamento  intensivo  con  terapia  multimodale,  che  comprende  la 
chirurgia,  la chemioterapia citotossica e la radioterapia esterna,  i  risultati  rimangono 
esigui, con una sopravvivenza media di circa 5 mesi e la sopravvivenza a 1 anno del 
20% circa dei pazienti.
I risultati con chemioterapia citotossica per tutti i sottotipi di cancro alla tiroide sono 
stati  generalmente  deludenti.  La  maggior  parte  dei  regimi  ha  usato  doxorubicina  o 
cisplatino, singolarmente o in combinazione, e i tassi di risposta riportati sono nel range 
dello 0-22%.
Questo  ha  portato  ad  una  ricerca  di  miglioramento  delle  opzioni  terapeutiche  per  i 
pazienti con carcinoma differenziato non resecabile e refrattario alla radioiodio terapia, 
con carcinoma midollare non resecabile e in tutti i casi di carcinoma indifferenziato.[2]
                                                  Graf.1 Carcinomi tiroidei (%)
3.1 Istologia dei vari carcinomi tiroidei
Il  carcinoma papillare  della  tiroide  è  spesso  non  capsulato  e  multifocale  (ovvero 
interessa contemporaneamente diversi punti della tiroide) e diffonde soprattutto per via 
linfonodale.  E'  caratterizzato  dalla  presenza  di  papille,  corpi  psammomatosi, 
pseudoinclusi  e  di  nuclei  ingranditi  con  contorno  irregolare  ed  un'incisura  centrale. 
Oltre  alla  forma classica del  carcinoma papillare  esistono alcuni  varianti  (capsulata, 
follicolare, diffusa sclerosante, a cellule alte).
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Il carcinoma follicolare della tiroide è più o meno capsulato (capsulato, minimamente 
invasivo o francamente invasivo) ed è quasi sempre unifocale (ovvero interessa solo un 
punto della tiroide). Raramente presenta metastasi linfonodali ma diffonde soprattutto 
per  via  ematica  dando metastasi  a  distanza  (soprattutto  ai  polmoni  e  alle  ossa).  Le 
cellule  del  tumore  follicolare  non  presentano  aspetti  caratteristici  come  quelle  del 
carcinoma papillare e possono somigliare a quelle presenti nei noduli follicolari benigni 
(adenomi  follicolari).  La  diagnosi  differenziale  non  può  essere  effettuata  con 
l'agospirato ma solo mediante esame istologico che consente di evidenziare l'invasione 
della capsula. Oltre alla forma classica del carcinoma follicolare esistono alcune varianti 
(a cellule chiare, a cellule ossifile di Hürtle, insulare).
Il carcinoma midollare della tiroide può essere monolaterale (nelle forme sporadiche) 
o multicentrico (nelle  forme familiari)  e  si  caratterizza  per  cellule  ricche  di  granuli 
positivi per calcitonina.
Il  carcinoma indifferenziato  o anaplastico della  tiroide,  può presentare  cellule  con 
caratteristiche molto variabili (cellule piccole o talvolta molto grandi) e si caratterizza 
invariabilmente per un'elevata invasività locale e generale.
       Fig.2 Carcinoma papillare              Fig.3 Carcinoma follicolare         Fig.4 Carcinoma anaplastico
3.2 Fattori di rischio e incidenza sulla popolazione
I fattori di rischio accertati sono il cosiddetto gozzo, caratterizzato da numerosi noduli 
benigni della ghiandola dovuti a carenza di iodio che può in alcuni casi predisporre alla 
trasformazione  maligna  delle  cellule;  un  altro  fattore  di  rischio  è  l'esposizione  a 
radiazioni: il tumore della tiroide è più comune in persone che sono state trattate per 
altre forme tumorali con radioterapia al collo oppure che sono state esposte a ricadute di 
materiale radioattivo. Un'altra possibile fonte di radiazioni è dovuta ad esempio agli 
incidenti  nucleari  (come  quello  di  Chernobyl  del  1986  o  il  recente  episodio  di 
Fukushima) ed alle fuoriuscite di materiale radioattivo dagli impianti (come l'impianto 
Hanford nello stato di Washington alla fine degli anni Quaranta) oppure come avvenne 
negli Stati Uniti in cui le dosi di ¹³¹I, derivate dal fallout nucleare delle esplosioni che si 
verificarono nel Nevada durante gli  anni 50 e i primi anni 60, vennero assorbite da 
bambini che consumavano latte fresco e i suoi derivati, contaminati come risultato dei 
test atmosferici di armi nucleari.[3] 
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Il  National  Cancer  Institute  nordamericano  fornisce  informazioni  addizionali  sugli 
effetti avversi alla salute risultati dall'esposizione a ¹³¹I nel fallout, come anche le stime 
di esposizioni individualizzate, per quelli nati prima del 1970, per ognuna delle 3070 
contee negli  USA. I  calcoli  sono presi  da dati  riguardanti  il  fallout dai  test  di  armi 
nucleari condotti nel Nevada Test Site. Secondo i risultati di uno studio sull'andamento 
temporale  dei  tumori  della  tiroide  condotto  dai  ricercatori  dell'Associazione  Italiana 
Registri  Tumori,  negli  ultimi  15 anni  l'incidenza  dei  tumori  della  tiroide  in  Italia  è 
raddoppiata, passando da 8 a 18 nuovi casi l'anno ogni 100.000 donne e da 3 a 6 casi 
l'anno ogni 100.000 uomini.  L'aumento è  stato osservato quasi  esclusivamente per i 
tumori papillari della tiroide (che rappresentano più dei due terzi delle neoplasie alla 
tiroide), in tutti i  gruppi di età ed entrambi i sessi,  sebbene in età più giovane nelle 
donne (tra 45 e 49 anni) rispetto agli uomini (tra 65 e 69 anni).[4]
3.3 Basi molecolari del tumore tiroideo
Studi molecolari  hanno portato ad una maggiore conoscenza e consapevolezza della 
eterogeneità delle neoplasie tiroidee; predisposizioni ereditarie, mutazione somatiche e 
modulazioni  epigenetiche  contribuiscono tutte  al  comportamento  e  allo  sviluppo del 
tumore. Tuttavia, nonostante l'eterogeneità, ci sono diversi meccanismi di formazione 
del  tumore piuttosto ricorrenti  che sono stati  identificati  nei  vari  tipi  di  cancro  alla 
tiroide. 
Neovascolarizzazione VEGF-associata
I tumori della tiroide sono da tempo riconosciuti come tumori altamente vascolarizzati, 
infatti nei carcinomi differenziati (DTC), la vascolarizzazione tumorale è stata messa in 
forte correlazione con la sopravvivenza globale della malattia. Il fattore di crescita 
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vascolare endoteliale (VEGF) e i  recettori  tirosin-chinasici  VEGF-specifici  associati, 
hanno  implicazione  come  mediatori  molecolari  chiave  nella  neovascolarizzazione 
tumorale.  Studi  preclinici  hanno  dimostrato  che  le  neoplasie  tiroidee  aumentano 
l'espressione di VEGF rispetto al normale tessuto tiroideo. E' stato dimostrato, che in 
pazienti con carcinoma metastatico differenziato (DTC), il livello di VEGF nel sangue 
sia molto superiore rispetto al normale, e nel carcinoma papillare (PTC) e follicolare 
(FTC),  l'espressione  di  VEGF  è  stata  correlata  con  la  proliferazione  delle  cellule 
tumorali  e  alla  più  breve  sopravvivenza  in  caso  di  PTC.  Studi  preclinici  con  topi 
xenotrapiantati  hanno  dimostrato  l'efficacia  di  terapie  anti-VEGF  in  PTC  e  ATC, 
confermando  ulteriormente  il  ruolo  di  VEGF  e  della  neovascolarizzazione  nella 
patobiologia del cancro alla tiroide.
Segnalazione cellulare anomala
Tra le principali vie di segnalazione implicate nel cancro della tiroide ci sono la via 
RAS/RAF/MEK/ERK  (via  di  segnalazione  MAPK)  e  la  via  di  segnalazione 
PI3K/Akt/mTOR  .  Questi  percorsi  sono  strettamente  coinvolti  nel  promuovere  la 
sopravvivenza  cellulare,  la  progressione  del  ciclo  cellulare,  la  migrazione,  la 
proliferazione, il metabolismo, la tumorigenesi e l'angiogenesi. 
RET. Le mutazioni che coinvolgono RET hanno implicazione come anomalia genetica 
dominante  in  quasi  tutte  le  forme  di  carcinoma  midollare  (MTC)  ereditario. 
L'attivazione  del  proto-oncogene  RET risulta  nell'attivazione  costitutiva  della  via  di 
segnalazione  MAPK,  promuovendo  la  tumorigenesi.  Nei  pazienti  con  sindromi 
ereditarie di MTC, come la neoplasia endocrina multipla di tipo 2A o 2B (MEN 2A/2B) 
o familiare MTC, circa il 96% dei familiari avrà mutazioni germinali identificabili nel 
gene RET. La frequenza di mutazioni di RET nel carcinoma midollare (MTC) riportata 
in letteratura è variabile, con un range che varia tra il 25 e il 50%; uno studio recente 
riporta mutazioni somatiche di RET nel 65% dei soggetti testati. Nei pazienti con forme 
ereditarie di MTC, la mutazione specifica e il grado associato di attivazione di RET è 
strettamente correlabile all'aggressività del tumore, un fatto che si riflette ancora nelle 
linee guida di rischio dell'American Thyroid Association per MTC ereditario. RET è 
stato implicato anche nella patogenesi di DTC. Anche se RET è normalmente espresso 
solo nelle cellule che originano dalla cresta neurale, incluse le cellule C della tiroide, 
traslocazioni di RET e PTC (riarrangiamenti RET/PTC) sono stati documentati nel 3-
60% di PTC. Ciò si traduce nell'aumentata attivazione di RET e attivazione a valle di 
MEK/ERK. Ci sono almeno 15 note traslocazioni RET/PTC documentate in PTC. Studi 
preclinici  hanno confermato che queste  traslocazioni  sono oncogeniche in colture di 
cellule follicolari della tiroide e in modelli murini xenotrapiantati.
RAF. La famiglia di proteine Raf svolge una funzione essenziale nella trasmissione dei 
segnali  dai  recettori  cellulari  di  membrana  ai  fattori  di  trascrizione  nucleare.  Le 
mutazioni nel gene BRAF sono le mutazioni più comunemente descritte nei carcinomi 
differenziati  (DTC),  essendo  osservate  nel  36-69%  dei  tumori.  La  mutazione  più 
comune  deriva  dalla  sostituzione  di  un  singolo  acido  glutammico  con  valina  nella 
proteina B-Raf (V600E); altre mutazioni attivanti sono state descritte, ma sono rare. 
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La mutazione BRAF V600 è caratteristica dei carcinomi papillari (PTC), ma è stata 
riscontrata anche in pazienti  con carcinoma della tiroide scarsamente differenziato e 
carcinoma anaplastico (ATC). Modelli murini con BRAF V600E hanno confermato che 
si tratta di una mutazione oncogenica. Diversi studi hanno esaminato la correlazione di 
BRAF V600E con le caratteristiche clinico-patologiche dei PTC, e una recente meta-
analisi ha documentato le significative associazioni tra la mutazione di BRAF V600E e 
alcune caratteristiche cliniche avverse,  tra  cui  l'estensione  extratiroidea,  le  metastasi 
linfonodali e la fase avanzata della malattia.
RAS.  Le  mutazioni  nelle  proteine  Ras  sono  state  ben  documentate  in  pazienti  con 
carcinoma della tiroide e l'aberrazione caratteristica risiede tipicamente nella mutazione 
di un punto di attivazione. Il 25-50% dei pazienti con adenomi follicolari della tiroide o 
carcinomi  sono  caratterizzati  da  mutazioni  puntiformi  nel  codone  61  di  Ras  e 
approssimativamente circa lo 0-15% dei pazienti con PTC condivide questa mutazione. 
L'attivazione in vitro di Ras in una linea cellulare di tireociti è stata associata ad un 
aumento  della  proliferazione  e  ad  una  diminuita  espressione  di  geni  specifici  delle 
cellule follicolari. L'attivazione di Ras è stata anche correlata con la progressione della 
malattia e con un fenotipo più aggressivo di carcinoma differenziato (DTC). La proteina 
Ras appare anche clinicamente significativa nei sottogruppi di pazienti con carcinoma 
midollare (MTC). Un recente studio ha identificato che in pazienti con MTC sporadico, 
con mutazione-negativa di RET, sono presenti mutazioni di RAS nel 68% di essi; al 
contrario, solo il 2,5% dei pazienti con MTC sporadico e una mutazione attivante di 
RET, hanno mostrato l'esistenza di una coesistente mutazione di RAS. 
PI3K/PTEN. Le mutazioni e le amplificazioni in subunità geniche di PI3K (PIK3CA, 
PIK3CB, PIK3R1) sono state ben descritte in molti tipi di cancro, e l'inibizione di PI3K 
in modelli murini con cancro alla tiroide fa inibire la crescita del tumore alla tiroide, 
ridurre  la  proliferazione  cellulare,  promuovere  l'apoptosi  e  mettere  in  pericolo  la 
diffusione metastatica. Un recente studio di pazienti con adenomi benigni e tumori della 
tiroide più avanzati ha dimostrato che il 31% degli adenomi follicolari, il 55% di FTC, il 
24%  di  PTC  e  il  58%  di  ATC,  ospitano  almeno  un'anomalia  nella  PI3K  o  nel 
soppressore del tumore associato PTEN. L'attivazione di PI3K/Akt appare correlata ad 
invasività  tumorale  nei  PTC,  e  può  essere  un  evento  successivo  in  questi  tumori, 
associato alla dedifferenziazione e ad una progressione verso un fenotipo anaplastico.[2]
TRK.  Il  gene  tirosin-chinasico  NTRK1  mappa  sul  cromosoma  1q22  e  codifica  il 
recettore  del  “nerve  growth  factor”.  Come  il  gene  RET,  NTRK1  va  incontro  ad 
attivazione  oncogenica  mediante  riarrangiamento  cromosomico.  I  riarrangiamenti  di 
NTRK1 sono meno frequenti di quelli RET.[5]
PAX8-PPARγ.  Il  riarrangiamento  PAX8-PPARγ  deriva  dalla  traslocazione  t(2;3)
(q13;p25), con fusione del gene PAX8 con il gene PPARγ e con la formazione di una 
proteina  PPFP.  PAX8 codifica  per  un  fattore  di  trascrizione  espresso  nei  tireociti  e 
necessario  per  l'espressione  di  molti  geni  tiroideo-specifici.  PPARγ  appartiene  alla 
famiglia  dei  recettori  nucleari,  è  un  gene  ubiquitario  e  codifica  per  un  fattore  di 
trascrizione  che  regola  la  differenziazione  cellulare  e  il  metabolismo  lipidico.  Il 
riarrangiamento PAX8-PPARγ si trova nel 35-45% dei carcinomi follicolari, dal 4 al 
13
33% degli  adenomi  follicolari,  nel  37,5% della  variante  follicolare  dei  PTC,  e  nei 
carcinomi oncocitari.[6] I tumori che esprimono questo riarrangiamento si presentano in 
giovane età e sono di piccole dimensioni con una tipologia di crescita solida o a nidi ed 
invasione vascolare. I meccanismi di trasformazione cellulare indotti da PAX8-PPARγ 
non  sono  del  tutto  noti.  Il  riarrangiamento  indurrebbe  una  sovraespressione  della 
proteina  PPARγ  rilevabile  tramite  tecnica  di  immunoistochimica,  anche  se  solo  la 
correlazione nucleare intensa e diffusa è in grado di dimostrarne la presenza. Alcune 
osservazioni hanno mostrato un possibile ruolo di inibizione della normale funzione di 
PPARγ, attraverso un effetto dominante negativo della proteina PAX8-PPARγ mutata su 
PPARγ “wild-type”[7]. In altri studi è stata invece descritta l'attivazione di geni bersaglio 
di PPAR in tumori esprimenti PAX8-PPARγ. 
Altri possibili meccanismi implicati includerebbero la disregolazione della funzione di 
PAX8, fondamentale nella differenziazione delle cellule tiroidee, e l'attivazione di geni 
non correlati né alla via di PPARγ “wild-type” né di PAX8. 
Modulazione epigenetica
La  metilazione  del  DNA,  la  deacetilazione  degli  istoni  e  il  rimodellamento  della 
cromatina  hanno  tutti  effetti  sull'espressione  genica  e  sono  stati  implicati  nella 
tumorigenesi. Nel DTC, l'ipermetilazione del promotore e il silenziamento del gene del 
recettore del TSH (TSHR) e del gene del sodio/ioduro cotrasportatore (NIS), che sono 
parte integrante nella funzione normale dei tireociti e nell'assorbimento di iodio, sono 
state documentate entrambe nelle linee cellulari di DTC e in campioni di tessuto. La 
deacetilazione degli istoni è stata anche coinvolta nella regolazione negativa di NIS, 
delle  tireoperossidasi  e  dell'espressione  del  mRNA  della  tireoglobulina.  Questi 
cambiamenti  sono almeno parzialmente  responsabili  per  la  perdita  di  sensibilità  del 
trattamento con iodio radioattivo in  alcuni  DTC. L'inattivazione  di  geni  soppressori 
tumorali  nel  cancro  della  tiroide  è  stata  inoltre  individuata  come  un  importante 
meccanismo  di  tumorigenesi.  L'ipermetilazione  del  promotore  PTEN  è  stata 
documentata in circa il 46% dei carcinomi papillari e nell'85% di adenomi e carcinomi 
follicolari. Altri importanti soppressori tumorali che sono epigeneticamente soppressi da 
ipermetilazione includono il gene p16 in quasi il  30% dei DTC, il gene soppressore 
tumorale 1a della famiglia di associazione RAS, in circa il 38% di tutti i tumori della 
tiroide, la proteina Rap1 attivante la GTP-asi (Rap1GAP), un inibitore della proteina 
Rap1 membro della superfamiglia RAS, fino al 71% dei PTC.[2]
4. Proteine chinasi
Le proteine chinasi sono una famiglia di enzimi appartenenti al gruppo delle chinasi. Le 
proteine chinasi modificano altre proteine aggiungendo ad esse un gruppo fosfato, cioè 
mediante  fosforilazione.  La  fosforilazione  comporta  solitamente  un  cambiamento 
funzionale della proteina bersaglio (substrato),  ad esempio l'attivazione del substrato 
stesso.  Le  proteine  chinasi  ricoprono  dunque una  funzione  centrale  nel  processo  di 
trasduzione del segnale e delle risposte; giocano infatti un ruolo fondamentale nella 
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crescita cellulare, nel metabolismo, nella differenziazione cellulare e nell'apoptosi. La 
deregolazione delle proteine chinasi è coinvolta in numerose patologie come il cancro, il 
diabete e l'infiammazione.
La  maggior  parte  delle  proteine  chinasi  agisce  su  due  amminoacidi,  la  serina  e  la 
treonina (serina/treonina chinasi), catalizzando la reazione di fosforilazione mediante il 
trasferimento di un gruppo fosfato in posizione γ dell'ATP, che fa da donatore, ad un 
gruppo ossidrilico di una serina o treonina, formando esteri monofosfato. 
Altre proteine chinasi agiscono sulla tirosina (tirosina chinasi), o su altri amminoacidi. 
Tra le più importanti menzioniamo la proteina chinasi A e la proteina chinasi C. 
Nel genoma umano sono stati identificati circa 518 geni codificanti per proteine chinasi 
di cui 58 per tirosina chinasi recettoriali (RTKs) . Attraverso studi di sequenziamento 
del genoma, è stato appurato come circa 120 geni che codificano per proteine chinasi, 
possano risultare mutati e dunque implicati nello sviluppo di tumori.
RTKs sono proteine transmembrana che hanno un dominio extracellulare di legame del 
ligando,  un  segmento  transmembrana  e  un  dominio  intracellulare  contenente  il 
segmento juxtamembrana (JMR), il dominio catalitico della tirosina chinasi (TK) e una 
coda carbossi-terminale. RTKs sono spesso coinvolte nello sviluppo del cancro. Oltre a 
mutazioni  puntiformi  di  RTKs,  i  tumori  possono  essere  caratterizzati  da  una 
sovraespressione di RTKs o del suo fattore di crescita e da riarrangiamenti genici delle 
chinasi stesse. Il cancro alla tiroide è spesso associato alla conversione oncogenica di 
geni codificanti per RTKs o dei loro effettori delle vie di segnalazione.
Fig.5 Recettore RTK e cascata di segnali dopo la sua attivazione
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4.1 Meccanismo di attivazione di RTK
Dopo il legame del fattore di crescita, i recettori tirosin-chinasici (RTK) subiscono un 
processo di dimerizzazione che attiva la funzione enzimatica. Tutti i domini chinasici 
sono divisi in un lobo amino-terminale (N-terminale) e in un lobo carbossi-terminale 
(C-terminale). Il sito attivo si trova nella fessura tra i lobi amino- e carbossi-terminale. 
L'Mg-ATP si lega alla base della fessura, il β-fosfato non trasferibile di Mg-ATP si lega 
al P-loop del lobo N-terminale, e il substrato peptidico si lega lungo la superficie della  
fessura.  Il sito di legame può anche legare piccole molecole inibitrici.  Nella chinasi 
inattiva,  il  sito  attivo  è  chiuso  dal  segmento  di  attivazione  del  lobo C-terminale.  Il  
legame del fattore di crescita causa dimerizzazione di RTK, seguita da ampi movimenti 
del segmento di attivazione e del dominio JMR; questo processo permette il legame 
dell'ATP e la catalisi. Le mutazioni oncogeniche interrompono i normali meccanismi di 
regolamentazione  e  portano ad  un'attivazione  costitutiva delle  chinasi.  Le mutazioni 
puntiformi e i riarrangiamenti nel dominio extracellulare imitano il legame del ligando, 
causando  così  dimerizzazione  costitutiva.  Le  mutazioni  nei  domini  intracellulari 
indirizzano i domini regolatori della chinasi, quali il P-loop, il segmento di attivazione, 
o la JMR, perturbando così i meccanismi auto-inibitori.
Fig.6 Sito attivo di RTK
           
4.2 Meccanismo di segnalazione di RTK
 
La reciproca trans-fosforilazione di  residui  di  tirosina all'interno dei  dimeri  attivi  di 
RTK recluta  proteine  intracellulari  dotate  di  domini  di  legame di  fosfotirosina.  Gli 
obiettivi  prossimali  dei  recettori  tirosin-chinasici  (RTKs)  invocano  le  cascate  di 
segnalazione intracellulari RAS-RAF-MAPK (la via 'ERK') e la fosfatidilinositolo 3-
chinasi (PI3K)/AKT che alla fine portano a diverse risposte biologiche: vale a dire, la 
mitogenesi, la sopravvivenza, la differenziazione e la motilità.
I geni che codificano per le proteine che lavorano nelle vie di trasduzione del segnale 
dei  recettori  tirosin-chinasici  sono  spesso  mutati  nel  cancro.  Per  esempio,  il 
sequenziamento sistematico del DNA dei geni più importanti codificanti proteine, nel 
cancro al seno e al  colon-retto, ha rivelato frequenti mutazioni nelle vie PI3K e del 
fattore nucleare kB (NFkB), entrambi coinvolti nella segnalazione di RTK. 
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Nel caso del cancro alla tiroide, esempio esplicativo di questo concetto è rappresentato 
da mutazioni in BRAF, una serina/treonina chinasi membro della famiglia di proteine 
RAF, presente nel carcinoma papillare della tiroide (PTC) (29-69%) e nel carcinoma 
tiroideo anaplastico (ATC) (10-35%). Altro esempio, quello della piccola GTPasi RAS, 
che è mutata nella variante follicolare del PTC (fino al 40%), nel carcinoma follicolare 
della  tiroide  (FTC)  (40-53%)  e  nel  ATC  (20-60%).  Inoltre  le  mutazioni  o 
l'amplificazione  di  PI3KCA,  che  codifica  per  la  subunità  catalitica  di  PI3K,  sono 
associati con ATC e FTC, e la perdita di espressione di PTEN, la principale antagonista 
fosfatasica  della  funzione  di  PI3K,  è  frequente  in  ATC.  NFkB  è  cruciale  per  la 
segnalazione  oncogenica  di  RET  e  BRAF  nelle  cellule  tumorali  della  tiroide,  e 
l'inibitore 'bortezomib',  farmaco il  cui complesso meccanismo d'azione comprende il 
blocco di NFkB, è risultato efficace in linee cellulari di carcinoma della tiroide.
4.3 Recettori tirosin-chinasici (RTKs) come bersagli molecolari per il trattamento del  
cancro
L'avvento di farmaci come piccole molecole e anticorpi monoclonali hanno reso RTK 
un  possibile  bersaglio  terapeutico  per  combattere  il  cancro.  Anticorpi  monoclonali 
(mAbs)  possono  bloccare  il  fattore  di  crescita  o  RTK  stesso.  Alcuni  anticorpi 
monoclonali  umanizzati-come  Trastuzumab  (Herceptin)  contro  il  recettore 
HER2/HerB2, Cetuximab (Erbitux) contro il recettore del fattore di crescita epidermico 
(EGFR/HER1/ErbB1) e Bevacizumab (Avastin) contro il fattore di crescita vascolare 
dell'endotelio (VEGF)-sono ormai parte del regime di trattamento per i tumori specifici. 
L'attività antitumorale degli anticorpi monoclonali (mAbs) diretti contro RTK è stata 
attribuita a diversi meccanismi: (1) blocco di legame del ligando; (2) blocco dell'omo- o 
dell'etero-dimerizzazione di RTK; (3) interferenza con la conformazione attiva di RTK; 
(4)  down-regolation  del  recettore  dalla  superficie  cellulare  (internalizzazione 
recettoriale); (5) spargimento del dominio extracellulare del recettore; (6) citotossicità 
cellulo-mediata anticorpo-dipendente (ADCC). 
La maggior parte dei farmaci costituiti da piccole molecole dirette contro RTK, sono 
inibitori della tirosina chinasi (TKIs) e ostacolano l'attività chinasica legandosi alla tasca 
ATP della chinasi in concorrenza con l'ATP cellulare. L'efficacia di Imatinib (Imatinib 
mesilato/Gleevec  in  USA/Glivec in  Europa),  un inibitore  dei  geni  ABL,  KIT,  e  del 
recettore  del  fattore  di  crescita  derivato  delle  piastrine  (PDGFR),  nella  leucemia 
mieloide  cronica  (LMC)  BCR-ABL positiva  e  nei  tumori  stromali  gastro-intestinali 
(GISTs) KIT o PDGFR-α mutanti, ha illustrato l'efficacia di questo approccio. Il sito di 
legame dell'ATP è altamente conservato in tutto il set di proteine chinasi presenti nel 
genoma. Quindi, nella migliore delle ipotesi,  TKIs possono essere 'selettivi',  ma non 
'specifici' e colpire più di un RTK. Poichè la maggior parte dei tumori sono il risultato di 
una  serie  di  mutazioni,  è  ragionevole  supporre  che  TKIs  sono  in  grado  di  colpire 
molteplici chinasi, e una combinazione razionale di TKIs sarà clinicamente più efficace 
di  agenti  bloccanti  un'unica  chinasi.  TKIs  multi  target  o  terapie  combinate  possono 
anche attenuare la formazione di resistenza.
L'instaurarsi  di resistenza è un problema critico nell'uso di TKIs nel trattamento del 
cancro.  La  resistenza  è  mediata  principalmente  dall'espansione  clonale  delle  cellule 
tumorali che portano a mutazioni secondarie delle chinasi bersaglio. 
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Queste mutazioni impediscono alla chinasi di adottare la conformazione alla quale il 
composto  si  lega  o  modificano  il  punto  di  contatto  del  composto.  Un altro  aspetto 
importante per l'uso clinico di TKIs è la selezione del bersaglio. Anche se le cellule 
tumorali  contengono  spesso  le  mutazioni  in  molteplici  geni,  esse  sembrano  essere 
fortemente dipendenti da geni specifici e dai loro relativi percorsi. Questa dipendenza 
può essere sfruttata terapeuticamente da un adeguato approccio. Pertanto, l'utilizzo di 
TKIs dovrebbe essere limitato a quei tumori che sono 'dipendenti'  dalla chinasi,  che 
viene bersagliata da quello specifico prodotto. 
Infine, il dialogo incrociato (cross-talk) compensativo tra RTKs può attenuare l'efficacia 
dei  TKIs.  Le  cellule  tumorali  diventano  resistenti  a  un  EGFR TKI  a  causa  di  un 
meccanismo di adattamento che implica l'attivazione di RTKs alternativi, come MET o 
PDGFR. Un altro studio ha dimostrato che le cellule tumorali sono resistenti a EGFR 
TKI in azione, poiché attivano contemporaneamente i RTKs MET, EGFR e PDGFR. 
Cocktail di farmaci o TKIs con bersagli multipli possono essere utilizzati per superare 
questi meccanismi.[8]
4.4 Inibitori di RTK
Un'ampia varietà di inibitori multi target delle chinasi, sono entrati in studi clinici negli 
ultimi anni, per pazienti con tumore tiroideo metastatico avanzato e in progressione. La 
maggior parte di questi agenti hanno avuto la peculiarità comune di inibire i recettori 
VEGF  a  concentrazioni  nanomolari  e  quindi  hanno  preso  di  mira  soprattutto 
l'angiogenesi.  Tuttavia,  data  la  notevole  somiglianza  strutturale  tra  chinasi  RET  e 
VEGFR, gran parte di queste piccole molecole sono in grado di incidere su entrambe le 
chinasi.  Il motivo del raggiungimento di bersagli  aggiuntivi,  come PDGFR e c-Met, 
rimane poco chiaro, almeno nel caso dei carcinomi tiroidei. 
I farmaci più studiati sono il motesanib (1), sorafenib (2), axitinib (3), vandetanib (4),  
sunitinib (5), pazopanib (6), gefitinib (7) e XL 184 (8).[9]
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Motesanib difosfato, un inibitore multichinasico (mKI) biodisponibile per via orale, è 
un inibitore  altamente  selettivo  di  VEGFRs (-1,-2 e  -3),  del  recettore  del  fattore  di 
crescita  derivato  delle  piastrine  (PDGFR) e  di  c-Kit;  esso inibisce  la  proliferazione 
cellulare e l'angiogenesi. Gli effetti collaterali più comuni correlati al trattamento con 
motesanib sono diarrea,  affaticamento,  ipertensione e anoressia,  tutti  tipici  di  questa 
classe di farmaci.
Sorafenib è un inibitore multichinasico (mKI) attivo per via orale che colpisce B-Raf, i 
recettori 1 e 2 del fattore di crescita dell'endotelio vascolare (VEGFR-1 e -2), RET e c-
Kit.  Potrebbe  rappresentare  un  agente  potenzialmente  efficace  per  i  pazienti  con 
carcinoma  della  tiroide  a  causa  dei  suoi  effetti  sul  percorso  B-Raf,  su  RET  e 
sull'angiogenesi. Anche se la presenza della mutazione in B-Raf è stata correlata con 
scarsi risultati,  nel caso di Sorafenib gli  studi hanno riportato risultati  incoraggianti. 
Tuttavia la correlazione tra la presenza di mutazione in B-RafV600E e la risposta clinica 
al Sorafenib deve essere ancora chiarita.
Axitinib è un mKI che inibisce VEGFR-1, -2 e -3, così come PDGFR e c-Kit. Anche se  
attivo contro questi diversi recettori, Axitinib ha grande selettività contro VEGFR-2 ed è 
attualmente il  più potente inibitore disponibile di  VEGFR-2. L'effetto collaterale più 
comune è l'ipertensione, anche se durante gli studi clinici, ha manifestato su un esiguo 
numero  di  pazienti  tossicità  di  grado  4,  che  comprendeva  ictus,  ipertensione  e 
leucoencefalopatia posteriore reversibile. 
La PFS (progression-free survival) osservata in questo studio è stata più incoraggiante 
finora in pazienti con carcinoma della tiroide, e la migliore risposta è stata osservata in 
pazienti con carcinoma differenziato della tiroide (DTC). 
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Vandetanib, un altro mKI biodisponibile per via orale, ha come bersaglio VEGFR-2 e 
-3, EGFR e le chinasi RET. Sembra essere un agente promettente per MTC a causa dei 
suoi  effetti  sia  sull'angiogenesi  sia  sull'attivazione  di  RET,  quest'ultimo  evento 
oncogeno noto di questa malattia. Eventi avversi di grado 1 e 2 (presentati in più del  
50% dei pazienti) sono stati rush, diarrea, stanchezza e nausea. Eventi avversi di grado 
3, incluso il prolungamento asintomatico dell'intervallo Qtc (17%), sono stati rush e 
diarrea  (entrambi  al  10%).  Dopo  un  follow-up  di  circa  24  mesi,  un  aumento 
statisticamente significativo di PFS, del tasso di risposta generale, del tasso di controllo 
della malattia,  e della risposta biochimica sono stati  osservati  per vandetanib versus 
placebo. Questo è stato il primo studio di fase III che ha dimostrato un miglioramento di 
PFS utilizzando un mKI in pazienti con carcinoma della tiroide, quindi nell'aprile 2011, 
vandetanib  è  stato  approvato  in  America  dalla  FDA per  il  trattamento  del  cancro 
midollare  tiroideo  in  pazienti  con  metastasi  per  i  quali  non  è  possibile  intervenire 
chirurgicamente.
Sunitinib,  un altro mKI, inibisce VEGFR-2, c-Kit,  RET, PDGFR, CSF-1R e FLT-3, 
molti dei quali giocano un ruolo importante nello sviluppo del cancro alla tiroide. Studi 
preclinici  hanno  dimostrato  che  sunitinib  è  un  potente  inibitore  delle  onco-proteine 
RET/PTC, diminuendo l'autofosforilazione di RET/PTC, attivazione di STAT3, e blocco 
della capacità di trasformazione di RET/PTC. Inoltre, ha un potente effetto inibitorio 
sulla crescita di un particolare tipo di carcinoma alla tiroide che spontaneamente porta a 
un riarrangiamento RET/PTC. Gli effetti avversi di grado 3-4 includono neutropenia, 
trombocitopenia, ipertensione, affaticamento, eritrodisestesia palmo-plantare e sintomi 
gastro-intestinali.
Pazopanib è una piccola molecola che inibisce VEGFR-1, -2, -3, PDGFR e c-Kit. Esso 
è attualmente approvato per il  trattamento del carcinoma delle cellule  renali.  Eventi 
avversi  di  grado 3 includono mucosite,  diarrea,  dolore addominale,  perforazione del 
colon e dolore toracico.
Gefitinib  è  una  piccola  molecola  che  inibisce  il  recettore  del  fattore  di  crescita 
epidermico della tirosin-chinasi (EGFR-TK), che, in presenza di mutazioni attivanti il 
gene EGFR, ha dimostrato di essere efficace nel trattamento di pazienti con tumore non 
a  piccole  cellule  del  polmone  (NSCLC).  Dati  preclinici  hanno  dimostrato  che 
RET/PTC1 e RET/PTC3 sovraregolano l'espressione di EGFR, con una magnitudo di 
induzione simile a quella vista con TSH. Gefitinib esercita consistenti effetti inibitori 
della crescita sulla linea di cancro alla tiroide e su linee cellulari  RET-transfettate a 
concentrazioni submicromolari. Inoltre, l'inattivazione della chinasi EGFR da parte di 
Gefitinib  potenzia  l'inibizione  indotta  da  radiazioni  ionizzanti  della  proliferazione 
cellulare su linee cellulari di cancro tiroideo anaplastico o follicolare. I dati della PFS 
suggeriscono che  questo  agente  non può avere  attività  clinicamente  significativa  in 
monoterapia.
XL184, un inibitore orale del recettore multiplo chinasico, è un altro promettente agente 
terapeutico  con  attività  nel  carcinoma  della  tiroide.  I  suoi  obiettivi  comprendono 
VEGFR-1,  -2,  C-MET,  RET,  c-Kit,  FLT3  e  Tie-2;  quindi,  esso  si  rivolge  contro 
l'angiogenesi, contro la via dell'onco-proteina RET/PTC e contro la sovraespressione di 
MET. 
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Eventi  avversi  frequenti  correlati  al  trattamento  comprendono  diarrea,  nausea, 
stanchezza, infiammazione delle mucose, anoressia, aumento della AST, ipertensione e 
vomito. La maggior parte dei pazienti con MTC hanno avuto sostanziali riduzioni di 
calcitonina  e  CEA  nel  sangue.  XL184  è  attualmente  studiato  in  uno  studio 
randomizzato, controllato con placebo, in pazienti con MTC.[10]
Farmaco Targets inibiti su RTK
MOTESANIB VEGFR-1, VEGFR-2, VEGRF-3, PDGFR, c-Kit
SORAFENIB B-Raf, VEGFR-1, VEGFR-2, RET, c-Kit
AXITINIB VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR, c-Kit
VANDETANIB VEGFR-2, VEGFR-3, EGFR, RET
SUNITINIB VEGFR-2, c-Kit, RET, PDGFR, CSF-1R, FLT-3, RET/PTC
PAZOPANIB VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR, c-Kit
GEFITINIB EGFR/TK
XL-184 VEGFR-1, VEGFR-2, C-MET, RET, c-Kit, FLT3, Tie-2, RET/PTC
Tab.1 Bersagli principali dei TKIs
Fig.7 Vie di segnalazione di RTK. La segnalazione di RTK e le conseguenti risposte cellulari possono  
essere modulate utilizzando anticorpi monoclonali e piccole molecole inibitrici che hanno come bersaglio 
i  recettori  tirosin-chinasici  e  le  chinasi  a  valle.  Sono  qui  raffigurati  farmaci  e  obiettivi  mirati  per 
l'inibizione di RTK a vari livelli (extracellulare ed intracellulare).
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5. Target terapeutici
Per quanto riguarda il tumore tiroideo, tutti gli inibitori chinasici di tipo multi target 
attualmente in fase di sperimentazione,  hanno come principali  bersagli  terapeutici  le 
proteine RET, VEGFR, EGFR e PDGFR.
5.1 Proteina RET (REarranged during Transfection)
La proteina RET è composta di tre domini: un dominio extracellulare di legame del 
ligando, un dominio transmembrana e un dominio citoplasmatico tirosin-chinasico. Il 
dominio extracellulare contiene quattro ripetizioni caderino-simili, nonché una regione 
altamente conservata ricca di cisteina. La regione ricca di cisteina è importante per la 
struttura  terziaria  e  per  la  dimerizzazione  che  avviene  tramite  la  formazione  di  un 
legame disolfuro. I ligandi del recettore RET sono stati identificati nel 1966 come fattori 
di  crescita  appartenenti  alla  famiglia  del  fattore  neurotrofico  derivante  dalle  cellule 
gliali  (GDNF).  I  ligandi  della  famiglia  GDNF  (detti  GFL)  includono  il  GDNF,  la 
neurturina  (NRTN),  l'artemina (ARTN) e la  persefina (PSPN).  L'attivazione di  RET 
richiede la formazione di un complesso multimerico con un ligando (GFL), una proteina 
recettoriale-α (GFRα) della famiglia GDNF e RET. I recettori GFRα sono corecettori 
ancorati  con glicosilfosfatidilinositolo senza transmembrana o dominio intracellulare. 
Sono  stati  identificati  quattro  recettori  GFRα  (GFRα1-4)  che  si  legano 
preferenzialmente  ai  diversi  GFLs.  L'associazione  tra  GFL  e  GFRα  porta  alla 
dimerizzazione  di  RET per  formare  un complesso eteroesamerico GFL(2)-GFRα(2)-
RET(2) che determina l'attivazione della chinasi intracellulare e la segnalazione. 
E'  stato  dimostrato  che  la  presenza  di  zattere  lipidiche  (lipid  rafts)  sulla  membrana 
plasmatica  sono  importanti  per  la  trasduzione  del  segnale  di  RET e  probabilmente 
interagiscono con il  complesso attivante in  due modi  differenti.  I  recettori  GFRα si 
trovano in genere in zattere lipidiche,  e  dopo il  legame con il  ligando, reclutano la 
proteina  RET nella  zattera  dove  dimerizza  e  interagisce  con  le  proteine  di  legame 
specifiche che attivano le vie di segnalazione. La proteina RET fosforilata può quindi 
spostarsi lontano dai raft lipidici, dove può associarsi con proteine di legame diverse ed 
è  forse  degradata  o  inglobata.  Alternativamente,  GFRα  può  essere  aperta  dalla 
membrana plasmatica per  produrre  una forma solubile,  che  può interagire  con GFL 
prima  dell'associazione  con  RET,  e  viene  poi  assunta  dalla  zattera  lipidica.  La 
dimerizzazione  della  proteina  RET  provoca  l'autofosforilazione  di  diversi  residui 
intracellulari di tirosina di RET. Dieci siti di autofosforilazione si trovano su entrambe 
le principali isoforme di RET (RET9 e RET51), e altre due si trovano sulla isoforma più 
lunga, la RET51. Diversi sono i siti di legame per una discreta varietà di proteine. La 
tirosina Y1062 ha mostrato di legarsi al collagene (SHC), al substrato 1/2 del recettore 
insulinico (IRS1/2),  al  substrato 2 del  recettore del  fattore di crescita  dei fibroblasti 
(FRS2) e alla proteina chinasi Cα (PKCα). Queste proteine sono in grado di attivare 
molteplici vie di segnalazione, compresa la proteina chinasi mitogeno-attivata (MAPK), 
la  fosfoinositide  3-chinasi  (PI3K)/AKT,  la  RAS/chinasi  regolata  dai  segnali 
extracellulari  (ERK), la Rac/chinasi c-jun NH-terminale (JNK). Questi percorsi  sono 
mediatori  della  motilità  cellulare,  della  proliferazione,  della  differenziazione  e  della 
sopravvivenza. Anche DOK 1/4/5/6 (a valle della chinasi 1/4/5/6) si lega alla tirosina 
1062 (Y1062) e il legame di DOK4 è stato implicato nella crescita dipendente da 
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GDNF. Il legame di c-Src o SH-2Bb a Y981 fosforilata promuove la sopravvivenza e la 
differenziazione. 
Anche  altri  siti  di  legame  hanno  dimostrato  di  essere  importanti.  SHC  si  lega 
preferenzialmente  alla  proteina  RET  attivata  all'esterno  dei  raft  lipidici,  mentre  il 
substrato 2 del recettore FGF (FRS2) si lega preferenzialmente quando RET è all'interno 
della zattera. FRS2 attiva ERK sia attraverso Grb2 che Shp2.[11]
Fig.8 Struttura della proteina RET che mostra le mutazioni comuni e i siti di fosforilazione. RET forma 
un eterocomplesso con GFLs e le proteine GFRα per attivare l'attività della chinasi intracellulare. Questa 
complessa formazione  è coinvolta  nell'attivazione  di  molteplici  vie  di  segnalazione importanti  per  la 
sopravvivenza, il differenziamento, la motilità, la proliferazione e la crescita.
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5.1.1 Riarrangiamenti RET/PTC nel carcinoma papillare tiroideo (PTC)
La rilevanza clinica di RET è stata riconosciuta nel PTC, il tumore maligno più comune 
della  ghiandola  tiroidea,  che  origina  dalle  cellule  follicolari.  Più  del  70% dei  PTC 
ospitano  mutazioni  attivanti  di  RET,  BRAF  o  RAS,  che  funzionano  come  eventi 
reciprocamente esclusivi dell'inizio del tumore in un unico percorso RET/PTC-Ras-Raf-
Erk. Riarrangiamenti oncogenici di RET (RET/PTC) si verificano con un'incidenza del 
5-30% nei casi specifici e del 60-70% nei casi di PTC indotto da radiazioni con una 
significativa  variazione  geografica.  Tutti  i  RET/PTC  derivano  da  inversioni 
cromosomiche  o  traslocazioni  che  producono  onco-proteine  chimeriche  che  sono 
caratterizzate dal dominio TK di RET fuso alle sequenze di proteine codificate dalla 
porzione N-terminale di altri geni. Un'espressione costitutiva di RET viene così guidata 
dai promotori dei geni fusi, mentre un'attività costitutiva della chinasi è promossa da 
domini di dimerizzazione presenti nelle proteine donatrici. 
Almeno  13  differenti  forme  riarrangiate  di  RET  sono  state  documentate  nei  PTC 
sporadici o associati a radiazioni, con RET/PTC1 e RET/PTC3 le forme più diffuse.
Il riarrangiamento di RET può verificarsi come conseguenza specifica di un danno al 
DNA nelle cellule follicolari tiroidee che ormai sono obiettivi noti della carcinogenesi 
indotta da radiazioni. Infatti gli oncogeni RET/PTC sono stati frequentemente rilevati 
nei  casi  di  PTC  in  seguito  al  disastro  nucleare  di  Chernobyl  del  1986.  Mentre 
RET/PTC1  è  il  riarrangiamento  più  comune  osservato  nella  popolazione  generale, 
RET/PTC3 è altamente prevalente nei tumori a breve latenza post Chernobyl. Inoltre 
RET/PTC3  è  associato  con  la  variante  aggressiva  a  cellule  alte  (tall-cell)  di  PTC 
suggerendo  che  diversi  tipi  di  riarrangiamenti  RET  conferiscono  cellule  tiroidee 
neoplastiche  con  proprietà  fenotipiche  distinte.  Tuttavia,  non  è  chiaro  come  il 
comportamento  clinico  di  PTC  umano  sia  influenzato  dai  vari  riarrangiamenti 
RET/PTC. I meccanismi che si ipotizza siano implicati comprendono differenze tra le 
onco-proteine RET/PTC nei livelli di espressione, nelle cascate di segnalazione o nelle 
funzioni legate alle proteine fuse alla chinasi RET.[12]
5.1.2 Attivazione oncogenica di RET nel carcinoma midollare tiroideo (MTC)
MTC deriva dalle cellule C della tiroide che producono calcitonina. Un quarto di tutti 
gli MTC sorgono in una forma ereditaria da mutazioni puntiformi del proto-oncogene 
RET. Queste sindromi familiari comprendono la neoplasia endocrina multipla di tipo 2A 
(MEN2A), MEN di tipo 2B (MEN2B), e MTC familiare (FMTC), in cui la probabilità 
di sviluppare MTC è praticamente del 100%. Le mutazioni genetiche di RET hanno una 
elevata  correlazione  fenotipo-genotipo,  in  corrispondenza  con  il  comportamento  di 
MTC e che interessano direttamente il trattamento e la sorveglianza. Generalmente, i 
tumori meno aggressivi si presentano in FMTC, che si caratterizza per lo sviluppo di 
MTC senza altre  anomalie.  I  tumori  MEN2A sono leggermente più aggressivi,  ed i 
pazienti possono sviluppare feocromocitoma, iperplasia delle paratiroidi, e raramente, 
lichen cutaneo amiloidosico. I tumori MEN2B sono i più aggressivi, e la sindrome è 
caratterizzata da feocromocitomi,  anomalie scheletriche, neuromi delle mucose,  e un 
habitus Marfanoide ma non iperplasia delle paratiroidi. Attualmente, sono riconosciute 
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in tutto il mondo, da 500 a 1000 varietà di MEN2. 
Le mutazioni di RET nelle varietà di MEN2A avvengono prevalentemente in uno dei sei 
residui di cisteina del dominio extracellulare (codoni 609, 611, 618, 620, 630 e 634). 
Questi  residui  di  cisteina  sono essenziali  per  la  struttura  terziaria  delle  proteine,  in 
quanto formano legami disolfuro intramolecolari. Quando una di queste sei cisteine è 
mutata, viene poi lasciata una cisteina spaiata, che si ritiene essere in grado di formare 
un legame disolfuro con un'altra proteina RET simile, con conseguente dimerizzazione e 
attivazione senza la stimolazione del ligando. Esistono rare mutazioni di  MEN2A in 
codoni  non  cisteinici,  come i  codoni  533,  790,  791,  804  e  891.  Le  ultime  quattro 
mutazioni avvengono nel dominio tirosin-chinasico (TK) intracellulare. La probabilità 
di  iperparatiroidismo nel  tumore  MEN2A è  di  circa  il  20% ed è  più comunemente 
associato con mutazioni del codone 634. I feocromocitomi, visti  in circa il  50% dei 
pazienti, sono associati più frequentemente con la mutazione del codone 634, ma sono 
stati riportati con tutti i codoni eccetto il 630. Il lichen cutaneo amiloidosico è stato 
anche raramente riportato con MEN2A ed è stato descritto associato solo con il codone 
634. Sorprendentemente, le varietà di MEN2A possono anche mostrare un fenotipo di 
Hirschsprung (tipicamente associato con una mutazione con perdita di funzione), che è 
stato associato solo con le mutazioni del codone 609, 611, 618 e 620. Una spiegazione 
di  questo paradosso è che in  combinazione con questa  mutazione attivante di  RET, 
mutazioni multiple interessano il gene RET o gli elementi di regolazione a monte che si 
verificano all'interno di un aplotipo specifico. Le famiglie di FMTC hanno mutazioni 
germinali  che  si  sovrappongono  alle  mutazioni  di  MEN2A,  ma  includono  anche 
mutazioni di codoni aggiuntive, tra cui il codone 768, l'844 e il 912. Le mutazioni di 
RET in MEN2B coinvolgono quasi interamente il codone 918 (95%), ma un paio di 
famiglie hanno una mutazione al codone 833. 
Queste mutazioni si verificano nella regione catalitica del dominio intracellulare della 
tirosin-chinasi, consentendo l'attivazione senza la necessità di stimolazione da parte del 
ligando  o  la  dimerizzazione  di  RET.  Diversi  studi  hanno  suggerito  differenze  nella 
specificità di substrato tra proteine MEN2A- e 2B-attivate. RET MEN2B-mutato ha una 
sovraregolazione maggiore di PI3K/AKT e della fosforilazione di JNK. E' stata anche 
dimostrata una differenza nel modello dei siti di autofosforilazione di RET. Diverse altre 
mutazioni rare in MEN2B hanno una mutazione nel codone 804 con una mutazione 
simultanea nei codoni 805, 806 o 904. L'unico altro tumore maligno della tiroide, nel 
quale mutazioni in RET contribuiscono chiaramente allo sviluppo della malattia, è il 
feocromocitoma. E' stato visto che feocromocitomi sporadici contengono una somatica 
ed eterogenea mutazione del codone 918 nel 15% dei casi esaminati. Inizialmente, era 
stato ipotizzato che alcuni piccoli tumori delle cellule polmonari avessero mutazioni in 
RET, ma studi successivi non hanno confermato questa ipotesi.  Mutazioni non sono 
state rilevate in altri tumori neuroendocrini, tra cui neuroblastomi, che esprimono una 
proteina  RET con  un  fenotipo  non  mutato  (wild-type).  Recentemente,  alcuni  studi 
hanno  dimostrato  che  alcuni  adenocarcinomi  pancreatici  duttali  contengono  un 
polimorfismo di RET. In uno studio di 52 tumori primari, la frequenza allelica di un 
polimorfismo di G619S è stata del 20%, mentre in corrispondenza di un pancreas sano 
era del 15%. Il polimorfismo di G619S può migliorare la proliferazione e l'invasione 
cellulare mediata dal recettore GDNF, ma un ruolo chiaro nella patogenesi del cancro 
del pancreas deve essere ancora dimostrato.[11]
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Fig.9 Diagramma schematico del recettore Ret e della distribuzione dei codoni mutati associati ai diversi  
tipi di tumore nel carcinoma midollare tiroideo (MTC).
5.2 Proteina VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor)
La famiglia del fattore di crescita dell'endotelio vascolare (VEGF) è composta da cinque 
ligandi:  VEGFA,  VEGFB,  VEGFC,  VEGFD e  PGF (fattore  di  crescita  placentare). 
Quello  caratterizzato  meglio  è  il  VEGFA  (comunemente  indicato  come  'VEGF'). 
VEGFA  e  VEGFB  sono  proteine  angiogeniche,  mentre  VEGFC  e  VEGFD  sono 
principalmente proteine linfangiogeniche. I recettori dei VEGF sono VEGFR-1 (FLT-1), 
VEGFR-2  (KDR)  e  VEGFR-3  (FLT-4).  VEGFR-2  lega  VEGFA  e  si  esprime 
principalmente  sull'endotelio  dei  vasi  sanguigni.  VEGFR-1 lega  VEGFA, VEGFB e 
PGF e si traduce principalmente nel sistema vascolare e anche in altri tipi di cellule. 
VEGFR-3  è  il  recettore  di  VEGFC  e  VEGFD  ed  è  espresso  principalmente 
sull'endotelio linfatico. Tuttavia, è stato recentemente dimostrato che VEGFR-3 è anche 
espresso  in  tumori  dei  vasi  sanguigni,  dove  esso  contribuisce  alla  germinazione 
angiogenica,  e  il  blocco  simultaneo  di  VEGFR-3  e  VEGFR-2  genera  una  potente 
inibizione dell'angiogenesi tumorale.
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Tab.2 Ligandi della famiglia VEGF, funzione di essi e recettori a cui si legano.
La sovraespressione di VEGFA è stata riportata nel tessuto e nel sangue del carcinoma 
tiroideo.  Nella  maggior  parte  delle  relazioni  ciò  è  stato  correlato  con  lo  stadio,  le 
dimensioni e la metastasi del tumore. La sovraespressione di VEGFC in PTC è stata 
riportata  in  più  studi,  mentre  la  sovraespressione  di  VEGFC  in  MTC  è  assai 
controversa. Infine, l'espressione di VEGFR-1 e VEGFR-2 è stata rilevata nei tireociti 
come pure nelle cellule endoteliali.
L'utilizzo  di  VEGF  come  bersaglio  terapeutico  risulta  un  approccio  anti-cancro 
promettente. La terapia anti-VEGF agisce attraverso vari meccanismi: inibizione della 
formazione di nuovi vasi, apoptosi dei vasi pre-esistenti, blocco dei progenitori delle 
cellule endoteliali, e vasocostrizione (con riduzione del flusso sanguigno e ischemia). 
Purtroppo, in molti casi gli effetti del trattamento anti-angiogenico sono solo transitori. 
Diversi meccanismi sono stati evocati per spiegare questo fenomeno: la produzione da 
parte delle cellule tumorali di fattori di crescita angiogenici diversi da VEGF (FGF2, 
PDGF, efrina, angiopoietina, IL-8), l'assunzione di precursori angiogenici del midollo 
osseo,  la  sopravvivenza dei  vasi  sanguigni  coperti  da periciti,  e la  migrazione delle 
cellule tumorali al di fuori del tumore primario al fine di cooptare vasi pre-esistenti. 
Fig.10 Struttura dei tipi di VEGF e dei rispettivi recettori
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5.3 Proteina EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)
Il recettore del fattore di crescita epidermico (EGFR, anche chiamato ErbB1 o HER1), 
appartiene  alla  famiglia  ErbB/HER  dei  recettori  tirosin-chinasici  (RTKs),  che 
comprende inoltre  ErbB2/Neu/HER2,  ErbB3/HER3 e ErbB4/HER4.  I  quattro ErbBs 
condividono una struttura complessiva composta da due regioni ricche di cisteina nella 
loro regione extracellulare e da un dominio TK intracellulare. ErbB2, che non ha un 
ligando diretto, e ErbB3, che è privo di attività chinasica intrinseca, sono recettori non 
autonomi e richiedono una eterodimerizzazione con altri membri della famiglia ErbB 
per l'attivazione e la segnalazione. ErbB2 è la più potente onco-proteina nella famiglia 
ErbB ed  è  il  partner  eterodimerico  preferito  dalle  altre  ErbBs.  ErbB3 è  un  potente 
attivatore di PI3K. La famiglia EGF comprende vari ligandi: EGF, il fattore di crescita 
trasformante alfa (TGF-α) e l'anfiregulina (AREG), che si legano specificatamente a 
EGFR, la β-cellulina (BTC), il  fattore di crescita EGF-simile legante l'eparina (HB-
EGF) e l'epiregulina (EREG), che si legano a EGFR e ErbB4, e le neureguline (NRGs),  
che si legano sia agli eterodimeri ErbB3/ErbB4 che agli omodimeri ErbB4. 
L'amplificazione del gene EGFR si trova spesso nei  tumori  umani.  In molti  tumori, 
fattori di crescita collegati a EGF sono prodotti dalle cellule tumorali o dalle cellule 
stromali  del  midollo  osseo.  Nei  gliomi  (tumori  del  SNC che  risultano  dalle  cellule 
gliali), l'amplificazione di EGFR è spesso accompagnata da riarrangiamenti strutturali. 
Mutazioni somatiche nel dominio TK di EGFR sono presenti nei tumori del polmone 
non a piccole cellule (NSCLC). L'amplificazione di ErbB2 si verifica nel tumore al seno 
e in altri carcinomi. Mutazioni nel dominio chinasico di ErbB2 avvengono in un piccolo 
numero di NSCLCs.
Alterazioni  strutturali  nel  gene  EGFR  non  sono  comuni  nel  cancro  della  tiroide. 
Nessuna mutazione di EGFR (esoni 18-21) è stata trovata in uno studio condotto su 31 
casi di ATC, e solo due mutazioni sono state rilevate in 62 tumori della tiroide e in 11 
linee cellulari.  In un altro studio,  nessuna mutazione di EGFR è stata trovata in  51 
campioni di ATC e in 64 campioni di FTC, tuttavia, un aumento delle copie del gene 
EGFR era frequente in questi tessuti. La sovraespressione di EGFR nel carcinoma della 
tiroide è controversa: alcuni studi riportano una up-regulation nei carcinomi tiroidei, in 
particolare in ATC, mentre altri riportano livelli di espressione simili a quelli osservati 
nei tessuti normali. I fattori di crescita della famiglia EGF (TGF-α, AREG, EREG), così 
come ErbB2, ErbB3 e ErbB4 sono risultati sovraregolati in PTC e ATC. E' importante 
sottolineare che, EGF è mitogenico per i tireociti, e il trattamento a lungo termine con 
EGF induce profili di espressione genica simili a quelli dei campioni di PTC. E' stato 
riferito di recente che gli oncogeni RET/PTC inducono l'espressione di EGFR, e che 
EGFR e le proteine RET/PTC formano un complesso che media la fosforilazione di 
RET EGFR-dipendente.
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Fig.11 Struttura dei vari recettori della famiglia HER e rispettivi ligandi.
5.4 Proteina PDGFR (Plateled-Derived Growth Factor Receptor)
La  famiglia  del  fattore  di  crescita  derivato  dalle  piastrine  (PDGF)  è  composta  dai 
polipeptidi PDGF-A, -B, -C e -D che formano omodimeri o più raramente eterodimeri.  
PDGFs agiscono attraverso due RTKs (PDGFR-α e PDGFR-β) con strutture comuni, tra 
cui tre domini extracellulari immunoglobulina-simili, un unica elica transmembrana e 
una spaccatura del dominio tirosin-chinasico (TK) intracellulare. I ligandi PDGF-AA e 
PDGF-CC agiscono tramite PDGFR-α, mentre PDGF-BB e, probabilmente PDGF-DD, 
agiscono  tramite  PDGFR-β.  PDGF-B  è  espresso  prevalentemente  nelle  cellule 
endoteliali  vascolari,  nei  megacariociti  (cellule  del  midollo  osseo  responsabili  della 
produzione delle piastrine ematiche) e nei neuroni. PDGF-A e PDGF-C sono espressi 
nelle cellule epiteliali, muscolari e nei progenitori neuronali. PDGFR-β è espresso nelle 
cellule vascolari lisce e nei periciti (cellule connettivali che circondano parzialmente le 
cellule endoteliali dei capillari e delle venule con funzione contrattile), mentre PDGFR-
α è espresso nelle cellule mesenchimali (cellula, immatura e indifferenziata, staminale 
adulta). 
L'amplificazione dei geni PDGFs e PDGFRs è riscontrata frequentemente nei tumori 
gliali.  Un sottoinsieme di  GIST (tumore  stromale  gastrointestinale)  porta  mutazioni 
puntiformi attivanti in PDGFR-α. Traslocazioni dei geni PDGFR sono state riscontrate 
nei disordini mieloidi e nelle leucemie. 'Loop' autocrini o paracrini coinvolgono PDGFs 
e  i  loro  recettori  sono comunemente  osservati  nei  tumori  solidi.  'Loop'  autocrini  di 
PDGF sono coinvolti in tumori che originano da cellule PDGFR positive, come nel caso 
dei tumori di origine gliale o nei sarcomi. La segnalazione autocrina può anche svolgere 
un  ruolo  nei  carcinomi  in  combinazione  con  l'espressione  ectopica  di  PDGFR 
(espressione di un gene con una localizzazione differente da quella normale). Inoltre, un 
'loop' paracrino di PDGF è comunemente osservato nei tumori epiteliali. 
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Infatti, PDGF è espresso nella componente neoplastica mentre PDGFR è espresso nel 
compartimento stromale. Il tumore stromale contiene una parte vascolare costituita da 
cellule endoteliali e da cellule murali associate (periciti PDGFR-β positivi) e una parte 
fibrosa costituita da cellule mesenchimali (fibroblasti tumorali PDGFR-α positivi). Così 
PDGF aumenta  il  reclutamento  di  periciti  ai  vasi  tumorali  e  recluta  fibroblasti  che 
secernono fattori di crescita angiogenici e tumorali. 
La segnalazione di  PDGFR-β potrebbe anche mediare l'aumento della  pressione del 
liquido interstiziale che riduce l'assorbimento del farmaco. 
Nessuna mutazione è stata trovata nel gene PDGFR-α in ATC, tuttavia, ATC, e in misura 
minore PTC, si sono caratterizzati per un frequente aumento del numero di copie dei 
geni PDGFR-β e PDGFR-α. Nelle cellule tiroidee normali mancano PDGFR, mentre le 
cellule tumorali di FTC, PTC e ATC sovraesprimono PDGFR-β.[8]
Fig.12 Struttura dei vari PDGFR e rispettivi ligandi specifici.
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INTRODUZIONE ALLA
PARTE SPERIMENTALE
1. Introduzione alla parte sperimentale
Recenti  studi  hanno  evidenziato  come  una  serie  di  derivati  imidazo[1,2-a]piridinici 
siano  dei  potenti  inibitori  di  un  importante  regolatore  delle  vie  di  segnalazione 
intracellulare, il fosfatidilinositolo 3-chinasi α (PI3Kα), la cui up-regulation è frequente 
nei tumori umani. Derivati rappresentativi hanno mostrato una buona attività contro la 
proliferazione cellulare e nei saggi di apoptosi. Inoltre, alcuni di questi inibitori, hanno 
mostrato attività antiangiogenica degna di nota.[13]
Un altro studio ha messo in evidenza un nuovo derivato imidazopiridinico, HS-106 (9), 
che induce l'apoptosi delle cellule nel cancro al seno e reprime l'angiogenesi prendendo 
di mira la via PI3K/mTOR.[14] 
Stessa  cosa  avviene  con  un  analogo  derivato  imidazopiridinico,  HS-104  (10),  che 
mostra una buona attività nel trattamento del cancro al seno andando sempre ad inibire 
il fosfatidilinositolo 3-chinasi.[15]
Prendendo spunto da queste nuove evidenze sperimentali abbiamo deciso di sviluppare 
e testare derivati imidazopiridinici come possibili inibitori della proteina chinasi RET 
(REarranged  during  Transfection)  le  cui  alterazioni  portano  ad  una  incapacità  di 
controllo delle attività cellulari.
L'inibizione  di  questa  proteina  rappresenta  quindi  un  potenziale  approccio 
farmacologico nel trattamento di varie forme tumorali. L'azione degli inibitori chinasici 
si esplica attraverso l'interazione con le proteine a livello del sito di legame dell'ATP 
presente  all'interno  del  recettore;  queste  molecole  hanno  dunque  la  funzione  di 
antagonisti di tipo competitivo con l'ATP, legandosi mediante legami a idrogeno.
Lo scopo del mio progetto di tesi è stato quindi quello di sviluppare molecole a nucleo 
imidazopiridinico; inizialmente ho costruito un composto correlato alla  2,3-difenil-  H  - 
imidazo[1,2-  a  ]piridina  , di formula 11 e successivamente mi sono dedicato alla sintesi 
dei  composti  correlati  alla  molecola  hit  di  partenza  2,6-difenil-  H  -imidazo[1,2-  
a  ]piridina  , individuata come nuovo inibitore di RET, di formula 12a-k. A questi vanno 
aggiunti  poi  due  composti  derivati  dalla  2-fenil-6-(piridin-4-il)-  H  -imidazo[1,2-  
a  ]piridina  , di formula 13a-b. Infine ho demetilato tre composti correlati alla molecola 
hit  di  partenza  2,6-difenil-  H  -imidazo[1,2-  a  ]piridina   (12a,  12b e  12f), ottenendo tre 
diverse molecole di formula 14a-c.
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Il composto  11  è stato ottenuto sottoponendo a reazione di Suzuki il bromo derivato 
corrispondente 15. (Schema 1)
Schema 1
33
Il catalizzatore di palladio è sospeso in toluene e addizionato del composto bromurato. 
Dopo 5 minuti circa in agitazione si aggiunge una soluzione 2 M di carbonato di sodio e 
una  soluzione  etanolica  dell'acido  4-metossifenilboronico.  Si  lascia  quindi  reagire  a 
riflusso fino a completezza (analisi TLC). Si ottiene così il prodotto 11. 
Il  bromo  derivato  15,  è  ottenuto  a  sua  volta  per  bromurazione  con  NBS  in 
diclorometano  dell'eterociclo  16, facilmente  ottenibile  per  reazione  della  (2-
amminopiridina-3-il)metanolo  17 con  il  2-bromo-acetofenone  18.  In  questo  caso  i 
reagenti sono prima omogenati in mortaio e messi poi a reagire senza solvente (rapporto 
1:1,2) ad una temperatura di 80 °C, lasciando reagire per alcune ore fino a completezza 
(controllo mediante TLC). (Schema 2)
Schema 2
I composti 12a-k e 13a-b sono stati invece ottenuti sottoponendo a reazione di Suzuki il 
bromo derivato corrispondente 19a-b. (Schema 3)
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Schema 3
La procedura di reazione per ottenere i seguenti derivati  12a-k e  13a-b  è identica a 
quella utilizzata per ottenere il composto  11 (Schema 1). Il catalizzatore di palladio è 
sospeso  in  toluene  e  addizionato  del  composto  bromurato.  Dopo  5  minuti  circa  in 
agitazione  si  aggiunge  una  soluzione  2  M  di  carbonato  di  sodio  e  una  soluzione 
etanolica dell'acido fenilboronico. Si lascia quindi reagire a riflusso fino a completezza 
(analisi TLC). Si ottengono così i prodotti  12a-k e  13a-b. Alcuni di questi composti, 
nonostante siano interessanti come tali, costituiscono utili intermedi per l'ottenimento 
dei corrispondenti derivati ossidrilati, 14a-c. Questi, infatti, si preparano per reazione di 
idrolisi,  condotta  con  BBr3  in  diclorometano  anidro,  dei  corrispondenti  derivati 
metossilati, 12a, 12b e 12f. (Schema 4)
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Schema 4
Il bromo derivato, 19a-b, viene ottenuto facendo reagire la 2-ammino-5-bromopiridina 
20 con l'opportuno α-bromoacetofenone, 21a-b. Anche in questo caso, si procede come 
nella reazione intermedia per sintetizzare l'eterociclo  16,  dal quale poi si otteneva il 
bromo derivato 15 (Schema 2): la reazione avviene senza solvente (rapporto 1:1 dei due 
reagenti),  ad  una  temperatura  di  80  °C,  temperatura  alla  quale  entrambi  i  reattivi 
risultano liquidi. (Schema 5)
Schema 5
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Alcuni dei composti sintetizzati sono stati saggiati in test in vitro su RET, per verificare 
la loro potenziale efficacia antitumorale. Alcuni di essi hanno dato buoni risultati come 
mostrato nella tabella sottostante.
             
                     Composto                       
                
     
  IC50
  (μM)
n.a.
30.8
3.28
7.54
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                     Composto              IC50
(μM)
n.a.
20.2
4.30
n.a.
5.39
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Dai  risultati  messi  in  evidenza  dalla  tabella  si  può  notare  come  sia  di  primaria 
importanza la sostituzione in posizione 6 del nucleo imidazopiridinico con un gruppo 
fenilico; infatti, in caso di sostituzione con un gruppo piridinico (13a e 13b), o in caso 
di mancata sostituzione (16), il  composto risulta totalmente inattivo.  Particolarmente 
efficaci risultano le molecole con il gruppo fenilico in posizione 6 monosostituito in 
para (12e e 12b). E' altrettanto evidente come la sostituzione con un gruppo metossilico 
in  para  al  fenile  in  posizione  2,  comporti  un aumento  di  attività  rispetto  agli  stessi 
composti  non sostituiti  in  quella  posizione  (12f  e 12g).  La migliore risposta  è  stata 
comunque riportata dal composto 12e, dimostrando come la sostituzione con un gruppo 
tiometilico in para al gruppo fenilico in posizione 6  dia risultati interessanti. Anche la 
molecola 12b (gruppo metossilico in para sull'anello fenilico in 6) mostra una discreta 
efficacia, che aumenta con la sostituzione in para dell'anello fenilico in 2 con un gruppo 
metossilico (composto 12g). Stesso discorso vale per i composti 12a e 12f (sostituiti in 
3 e 4 sul fenile in 6 con due gruppi metossilici), anche se la loro attività inibitoria risulta 
decisamente inferiore rispetto ai due candidati precedenti. Infine anche il composto 12h, 
nonostante  la  mancanza  di  sostituenti  sull'anello  benzenico  in  6,  mostra  una  buona 
efficacia, ponendosi come una tra le più interessanti molecole saggiate.
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PARTE SPERIMENTALE
2. Parte sperimentale
2.1 Materiali e metodi
La  caratterizzazione  dei  composti  di  nuova  sintesi  è  stata  effettuata  mediante  dati 
chimico-fisici e spettroscopici.
I  punti  di  fusione  sono stati  determinati  con un apparecchio  Reichert  Kӧfler  e  non 
sempre sono corretti.
Gli spettri di risonanza magnetica al protone (1H-NMR) sono stati eseguiti in soluzione 
di dimetilsolfossido esa-deuterato (DMSO-d6) con uno spettrometro Varian Gemini-200 
(200-MHz). La presenza di protoni scambiabili è stata determinata mediante l'aggiunta 
di D2O.
Le cromatografie  su  strato  sottile  (T.L.C.)  sono state  eseguite  su  fogli  di  alluminio 
ricoperti di silice (MERK 60, F-254, spessore 0,2 mm).
Le  cromatografie  su  colonna  sono  state  effettuate  utilizzando  un  apparecchio 
“Flashmaster Biotage” utilizzando colonne preimpaccate Biotage.
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2.2 Procedure di sintesi, proprietà chimico-fisiche e dati spettroscopici
(2-fenil-H-imidazo[1,2-a]piridina-8-il)metanolo, 16
10.00  mmoli  di  (2-amminopiridina-3-il)metanolo,  17,  e  12.00  mmoli  di  2-bromo-
acetofenone,  18 (rapporto 1:1,2), prodotti commerciali, sono mescolati intimamente in 
un mortaio, quindi trasferiti in un pallone e scaldati alla temperatura di 80 °C per circa 4 
ore, mescolati di tanto in tanto con una bacchetta di vetro, fino a scomparsa dei prodotti  
di partenza (TLC analisi, AcOEt 5/Benzina 5). Una volta freddo, il grezzo è addizionato 
di una soluzione di NaOH al 5%. Il solido è recuperato per filtrazione e si  ottiene il  
prodotto desiderato,  16, sotto forma di solido giallo che è cristallizzato da opportuno 
solvente e caratterizzato mediante dati chimico-fisici e spettroscopici.
Tabella 1: proprietà chimico-fisiche del composto 16
 Composto   Resa    Solvente di
cristallizzazione 
 p.f. (°C)
  
     Formula   
                         
16 42% Metanolo 241-245 C14H12N2O
Tabella 2: proprietà spettroscopiche del composto 16
N. ¹H-NMR(δ, ppm)
16  8,84-8,78 (m, 2H), 7,99 (d, 2H), 7,91 (d, 
1H), 7,65-7,46 (m, 5H), 4,93 (s, 2H)
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(3-bromo-2-fenil-H-imidazo[1,2-a]piridina-8-il)metanolo, 15
A 10.00 mmoli dell'eterociclo  16 si addizionano 10.00 mmoli di NBS (rapporto 1:1), 
prodotto commerciale, utilizzando come solvente diclorometano. Si lascia reagire per 
circa 2 ore a 60 °C sotto agitazione fino a scomparsa dei prodotti di partenza (TLC 
analisi, AcOEt 4/Benzina 6). Una volta terminata la reazione, la miscela è raffreddata a 
temperatura ambiente ed il solvente è evaporato a pressione ridotta per raccogliere la 
polvere.  Si  ottiene  così  il  prodotto  desiderato  15,  sotto  forma  di  solido  giallo, 
cristallizzato  da  opportuno  solvente  e  caratterizzato  mediante  dati  chimico-fisici  e 
spettroscopici.
Tabella 3: proprietà chimico-fisiche del composto 15
Composto Resa Solvente di
cristallizzazione
  p.f. (°C)  Formula
  
15 44% Metanolo 216-220 C14H11BrN2O
Tabella 4: proprietà spettroscopiche del composto 15
N. ¹H-NMR(δ, ppm)
15
8,54 (d, 1H), 7,90 (d, 2H), 7,78 (d, 1H), 
7,59-7,53 (m, 4H), 7,44 (t, 1H), 4,89 (s, 
2H)
43
3-(4-metossifenil)-2-fenil-H-imidazo[1,2-a]piridina-8-il)metanolo, 11
Ad una sospensione di bis(trifenilfosfina)palladio dicloruro (0.10 mmoli) in toluene si 
aggiunge l'opportuno bromo derivato 15 (1.00 mmole) e si lascia reagire a temperatura 
ambiente per circa 5 minuti. Si addiziona quindi l'acido 4-metossifenilboronico (1.50 
mmoli) solubilizzato in 5 mL di EtOH e 2 mL di una soluzione di Na 2CO3  2M. La 
miscela così ottenuta è scaldata a riflusso per circa 24 ore, fino a scomparsa dei prodotti  
di  partenza  (TLC analisi,  AcOEt  3/Benzina  7).  Terminata  la  reazione  si  elimina  il 
solvente a a pressione ridotta. Successivamente, alla reazione viene aggiunta acqua e 
trattata  in imbuto separatore con etilacetato.  Si aggiunge MgSO4  per  seccare la fase 
organica e si evapora nuovamente a p.r..  La polvere così ottenuta è purificata mediante 
cromatografia su colonna e il prodotto viene caratterizzato mediante dati chimico-fisici 
e spettroscopici.
Tabella 5: proprietà chimico-fisiche del composto 11
Composto Resa
Purificato 
mediante
cromatografia
p.f. (°C) Formula
11
                         
27%
                         
AcOEt=3 / Etere di 
petrolio 60-80°C=7
 195-200  C21H18N2O2 
Tabella 6: proprietà spettroscopiche del composto 11
N. ¹H-NMR(δ, ppm)
11 7,84 (d, 1H), 7,62 (m, 10H), 6,88 (t, 1H), 5,41 (t, 1H), 4,93 (d, 2H), 
3,84 (s, 3H) 
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6-bromo-2-fenil-H-imidazo[1,2-a]piridina, 19a
6-bromo-2-(4-metossifenil)-H-imidazo[1,2-a]piridina, 19b
A  10.00  mmoli  della  2-ammino-5-bromopiridina  20 si  addizionano  10.00  mmoli 
dell'opportuno α-bromoacetone  21a,b  (rapporto 1:1), e si lascia reagire a fusione per 
circa 6-8 ore a una temperatura di 80°C mescolando ogni tanto con una bacchetta di 
vetro, fino a scomparsa dei prodotti di partenza (TLC analisi, AcOEt 3/Benzina 7). 
Una volta freddo, il grezzo è addizionato di una soluzione di NaOH al 5%. Il solido è 
recuperato per filtrazione e si ottiene il prodotto desiderato, 19a,b, sotto forma di solido 
giallo che è cristallizzato da opportuno solvente e caratterizzato mediante dati chimico-
fisici e spettroscopici.
Tabella 7: proprietà chimico-fisiche dei composti 19a,b
Composto R Resa Solvente di
cristallizzazione
p.f. (°C) Formula
 19a  H  37% Metanolo 265-270  C13H9BrN2 
19b OCH3 66% Metanolo 280-285 C14H11BrN2O
Tabella 8: proprietà spettroscopiche dei composti 19a,b
N. R ¹H-NMR(δ, ppm)
19a H 9,24 (s, 1H), 8,69 (s, 1H), 8,03-7,86 (m, 4H), 
7,63-7,52 (m, 3H)
 19b           OCH3          9,21 (s, 1H), 8,59 (s, 1H), 7,94-7,86 (m, 4H), 
7,14 (d, 2H), 3,84 (s, 3H)
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6-(3,4-dimessifenil)-2-fenil-H-imidazo[1,2-a]piridina, 12a
6-(4-metossifenil)-2-fenil-H-imidazo[1,2-a]piridina, 12b
metil 4-(2-fenil-H-imidazo[1,2-a]piridina-6-il)benzoato, 12c
2,6-difenil-H-imidazo[1,2-a]piridina, 12d
6-(4-(metiltio)fenil)-2-fenil-H-imidazo[1,2-a]piridina, 12e
6-(3,4-dimetossifenil)-2-(4-metossifenil)-H-imidazo[1,2-a]piridina, 12f
2,6-bis(4-metossifenil)-H-imidazo[1,2-a]piridina, 12g
2-(4-metossifenil)-6-fenil-H-imidazo[1,2-a]piridina, 12h
2-(4-metossifenil)-6-(4-(metiltio)fenil)-H-imidazo[1,2-a]piridina, 12i
6-(2,4-dimetossifenil)-2-fenil-H-imidazo[1,2-a]piridina, 12j
6-(2,4-dimetossifenil)-2-(4-metossifenil)-H-imidazo[1,2-a]piridina, 12k
2-fenil-6-(piridin-4-il)-H-imidazo[1,2-a]piridina, 13a
2-(4-metossifenil)-6-(piridin-4-il)-H-imidazo[1,2-a]piridina, 13b
Ad una sospensione di bis(trifenilfosfina)palladio dicloruro (0.10 mmoli) in toluene si 
aggiunge  l'opportuno  bromo  derivato  19a,b  (1.00  mmole)  e  si  lascia  reagire  a 
temperatura  ambiente  per  circa  5  minuti.  Si  addiziona  quindi  l'opportuno  acido 
fenilboronico (1.50 mmoli) solubilizzato in 5 mL di EtOH e 2 mL di una soluzione di 
Na2CO3  2M. La miscela  così  ottenuta  è  scaldata  a  riflusso per  circa  24 ore,  fino  a 
scomparsa  dei  prodotti  di  partenza  (TLC  analisi,  AcOEt  3/Benzina  7).  Dopo 
raffreddamento il solvente è eliminato a pressione ridotta. Il grezzo è addizionato di 
acqua e la soluzione acquosa così ottenuta è estratta con AcOEt. Si aggiunge MgSO4 per 
seccare la fase organica e si evapora quindi a p.r..  Si ottengono i composti 12a-k, 13a-
b, che sono purificati mediante cromatografia su colonna e caratterizzati mediante dati 
chimico-fisici e spettroscopici.
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Tabella 9: proprietà chimico-fisiche dei composti 12a-k
N. R R1 R2 R3 Resa
Purificati 
mediante
cromatografia
p.f
(°C) Formula
12a H OCH3 OCH3 H  54% AcOEt=3 / Etere di 
petrolio 60-80°C=7
161-163 C21H18N2O2 
12b H OCH3  H  H 52% AcOEt=3 / Etere di 
petrolio 60-80°C=7
157-161 C20H16N2O 
12c    H   COO-
 CH3 
H H  36% AcOEt=3 / Etere di 
petrolio 60-80°C=7
201-206 C21H16N2O2
12d H  H    H   H  68% AcOEt=3 / Etere di 
petrolio 60-80°C=7
177-181 C19H14N2
12e H  SCH3 H H  43% AcOEt=3 / Etere di 
petrolio 60-80°C=7
192-195 C20H16N2S 
12f OCH3 OCH3 OCH3 H  49% AcOEt=5 / Etere di 
petrolio 60-80°C=5
139-144 C22H20N2O3
12g OCH3 OCH3 H H  60% AcOEt=3 / Etere di 
petrolio 60-80°C=7
210-215 C21H18N2O2
12h OCH3 H H  H  55% AcOEt=3 / Etere di 
petrolio 60-80°C=7
153-156 C20H16N2O 
12i OCH3 SCH3 H H  28% AcOEt=3 / Etere di 
petrolio 60-80°C=7
168-172 C21H18N2SO 
12j H OCH3 H OCH3  61% AcOEt=3 / Etere di 
petrolio 60-80°C=7
44-48 C21H18N2O2
12k OCH3 OCH3 H OCH3  69% AcOEt=3 / Etere di 
petrolio 60-80°C=7
132-137 C22H20N2O3
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Tabella 10: proprietà spettroscopiche dei composti 12a-k
N. R R1 R2 R3 ¹H-NMR(δ, ppm)
12a H OCH3 OCH3 H 8.84 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 7,99 (d, 2H), 7,62 (s, 
2H), 7,46 (t, 2H), 7,36-7,22 (m, 3H) 7,06 (d, 1H), 
3,87 (s, 3H), 3,80 (s, 3H)
12b H OCH3 H H 8,80 (s, 1H), 8,38 (s, 1H), 7,98 (d, 2H), 7,67-7,32 
(m, 7H), 7,06 (d, 2H), 3,81 (s, 3H)
12c H COO-
 CH3
H H 9,01 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 8,08-7,87 (m, 6H), 7,68 
(s, 2H), 7,49-7,33 (m, 4H), 3,88 (s, 3H) 
12d H H H H 8,88 (s, 1H), 8,40 (s, 1H), 7,99 (d, 2H), 7,75-7,32 
(m, 10H)
12e    H     SCH3 H H 8,87 (s, 1H), 8,39 (s, 1H), 7,99 (d, 2H), 7,70-7,60 
(m, 4H), 7,49-7,33 (m, 5H), 2,51 (s, 3H)
12f OCH3 OCH3 OCH3 H 8,81 (s, 1H), 8,26 (s, 1H), 7,91 (d, 2H), 7,59 (s, 
3H), 7,25 (d, 2H), 7,03 (t, 2H), 3,87 (s, 3H), 3,80 (s, 
6H) 
12g OCH3 OCH3 H H 8,77 (s, 1H), 8,26 (s, 1H), 7,90 (d, 2H), 7,66-7,54 
(m, 4H), 7,03 (t, 4H), 3,79 (s, 6H)
12h OCH3 H H H 8,84 (s, 1H), 8,29 (s, 1H), 7,91 (d, 2H), 7,73-7,39 
(m, 7H), 7,00 (d, 2H), 3,79 (s, 3H)
12i OCH3 SCH3 H H 8,82 (s, 1H), 8,26 (s, 1H), 7,89 (d, 2H), 7,60 (dd, 
4H), 7,35 (d, 2H), 6,99 (d, 2H), 3,78 (s, 3H), 3,32 
(s, 3H)
12j H OCH3 H OCH3 8,91 (s, 1H), 8,38 (s, 1H), 8,01 (t, 3H), 7,64 (s, 2H), 
7,46 (t, 2H), 6,87 (s, 2H), 6,54 (s, 1H), 3,83 (s, 6H)
12k OCH3 OCH3 H OCH3 8,88 (s, 1H), 8,27 (s, 1H), 7,92 (d, 2H), 7,60 (s, 
2H), 7,01 (d, 2H), 6,87 (s, 2H), 6,54 (s, 1H), 3,80 
(s, 9H) 
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Tabella 11: proprietà chimico-fisiche dei composti 13a-b  
N. R Resa Purificati mediante 
cromatografia
p.f.
(°C)
Formula
13a  H 15% AcOEt=3 / Etere di 
petrolio 60-80°C=7
177-181 C18H13N3
13b OCH3 53% AcOEt=3 / Etere di 
petrolio 60-80°C=7
227-231 C19H15N3O 
Tabella 12: proprietà spettroscopiche dei composti 13a-b 
N. R ¹H-NMR(δ, ppm)
13a  H 9,12 (s, 1H), 8,67 (s, 2H), 8,43 (s, 1H), 8,01 (d, 2H), 7,74 (d, 
4H), 7,50-7,30 (m, 3H)
13b OCH3 8,39 (s, 1H), 8,23 (s, 1H), 7,87 (d, 2H), 7,55-7,30 (m, 6H), 7,00 
(d, 2H), 3,78 (s, 3H)
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2-metossi-4-(2-fenil-H-imidazo[1,2-a]piridin-6-il)fenolo, 14a
4-(2-fenil-H-imidazo[1,2-a]piridin-6-il)fenolo, 14b
4-(2-(4-idrossifenil)-H-imidazo[1,2-a]piridin-6-il)benzene-1,2-diolo, 14c
Una soluzione  di  BBr3  (1,5 mmoli)  è  addizionata goccia  a  goccia  ad una soluzione 
dell'opportuno  metossiderivato  (1,00  mmole)  in  diclorometano  anidro  ad  una 
temperatura  di  -15°C  in  corrente  di  azoto.   I  reagenti  sono  lasciati  a  temperatura 
ambiente,  sotto agitazione,  fino a scomparsa del materiale di  partenza (TLC analisi, 
AcOEt 4/Benzina 6).  L'eccesso di BBr3  è quindi  degradato cautamente aggiungendo 
acqua  goccia  a  goccia  ed  il  solido  ottenuto  è  raccolto  per  filtrazione  sottovuoto, 
cristallizzato  da  opportuno  solvente  e  caratterizzato  mediante  dati  chimico-fisici  e 
spettroscopici. 
Tabella 13: proprietà chimico-fisiche dei composti 14a-c
N.  R R1 R2 R3  Resa Solvente di
cristallizzazione
 p.f. 
(°C) 
Formula 
14a  H OH OCH3 H  61% Metanolo  >230 C20H16N2O2 
14b  H OH H H  44% Metanolo  >230 C19H14N2O 
14c OH OH OH H  23% --------------------  >230 C19H14N2O3 
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Tabella 14: proprietà spettroscopiche dei composti 14a-c
N. R R1 R2 R3 ¹H-NMR(δ, ppm)
14a H OH OCH3 H 8,99 (s, 1H), 8,64 (s, 1H), 8,14 (d, 1H), 7,90 (d, 
3H), 7,57 (d, 3H), 7,09 (t, 3H), 6,90 (d, 1H), 
3,14 (s, 3H)
14b H OH H H 9,98 (bs, 1H, OH, exc.) 9,14 (s, 1H), 8,74 (s, 
1H), 8,21 (d, 1H), 7,97 (d, 3H), 7,61 (t, 5H), 
6,94 (d, 2H)
14c OH OH OH H 9,03 (s, 1H), 8,54 (s, 1H), 8,09 (t, 1H), 7,91 (d, 
1H), 7,78 (d, 2H), 7,13-6,89 (m, 5H), 2,50 (s, 
3H)
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